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縮寫表 

縮寫   全名                                           

ODC : Ornithine decarboxylase 
 
TPA  : 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate 
 
MPO  : Myeloperoxidase 
 
H2O2  : Hydrogen peroxide  
 
B[a]P  : Benzo[a]pyrene 
 
COX-2 : Cyclooxygenase-2  
 
iNOS  : Inducible nitric oxide synthase 
 
PGE2  :  Prostaglandin E2 
 

NF-κB : Nuclear factorκB 

 
AT  : Ailanthoidol 
 
DPPH  : 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl  
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中 文 摘 要 

 

我國傳統民間常用草藥中往往具有抗氧化且安全無毒的特性，例

如:類黃酮、胡蘿蔔素及天然多酚類。許多天然中草藥植物具有降低

發炎與抑制腫瘤生長的成效。具有生物藥理活性天然有機全合成產物

Ailanthoidol(AT)在 1983 年首度由 Ishii 等人，由皮部分分離(1)得到。

屬於 neolignan family 之一（2），過去的研究已知像 Lignans、neolignans

及 nor-neolignans 類的結構式具有多樣化的生物活性，例如抗癌、抗

增生、抗氧化、抗發炎、及癌症預防等作用。在本實驗中發現 AT 具

捕捉自由基的能力。研究證實具有抗氧化或抗發炎的藥物往往也具有

抑制 TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate)的促癌作用(3-6)，實

驗欲進一步評估 AT 對於抗發炎及抑癌促進作用的情形。首先在 TPA

誘發老鼠耳朵水腫作用下加入不同濃度 AT (0.5 mM、1.0 mM 及 2.5 

mM)分別能抑制有 45﹪、68﹪、96﹪的效果，另外以老鼠背部皮膚

癌指標酵素 ornithine decarboxylase（ODC）之活性結果顯示 81.5﹪、

85.2﹪、91.3﹪的抑制作用，在 COX-2 與 iNOS 發炎反應性蛋白質表

現上也有相類似的效果。相同的在 H2O2及 MPO 分別也顯示有 83﹪、

90﹪、96﹪及 58﹪、61﹪、97﹪的抑制效果，此外 AT 對於 TPA 誘

導皮膚形態改變抑制試驗中作病理切片觀察，預先處理 AT 可有效地

降低因 TPA 所造成的老鼠上皮細胞增生。另外前處理不同濃度的 AT

在老鼠皮膚腫瘤二階段癌化模式實驗加入癌細胞生長起始劑 0.2 mol 

Benzo[a]pyrene (B[a]P)及癌細胞生長促進劑，TPA(0.5 nmol)證實，AT

具有預防細胞癌化的作用，進一步可能具有抑制腫瘤細胞生長之功

能，證實 AT 的確具有抑制 TPA 所誘導之發炎及癌促進的作用。 
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Abstract 
   Ailanthoidol (AT), a membr of neolignan, has been obtained from 

the stem woods of Zanthoxylum ailanthoides (1,2). Evidence 

demonstrated that neolignan and lignan exhibit a broad range of 

biological activites such as antiproliferation, antivirus, antioxidant, caner 

preventative and anti-inflammanatory. In the preliminary study, AT 

showed an effective antioxidant property. Further investigations showed 

that the topical application of AT (0.5, 1.0 and 2.5 mM) inhibited 

TPA-induced the incidence of edema in mouse ear to 45, 68 and 96%, 

respectively. The topical application of AT inhibited TPA (5 nmol)-caused 

induction of epidermal ornithine decarboxylase (ODC) and 

myeloperoxidase (MPO) activity. The same doses of AT also reduced the 

formation of hydrogen peroxide in the mouse skin to an inhibition of 83, 

90 and 96%, respectively. In addition, biological analysis revealed the 

same AT inhibited inducible nitric oxide synthase (iNOS), 

cyclooxygenase-2 (COX-2) protein expression. Pre-application of AT also 

afforded significant as protection histopathological changes in 

TPA-induced hyperplasia on mouse skin. To investigate Topical 

application of AT with TPA three times one week for 24 weeks to mice 

previously Benzo[a]pyrene（B[a]P）inhibited the number tumors per 

mouse. Finally, our results indicate that AT can inhibit TPA-induced 

inflammation and tumor promotion.  
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壹. 緒論 

台灣衛生署近年來公布國人十大死因排行，惡性腫瘤連續廿二年

蟬聯首位，平均約十五分鐘就奪走一條生命，在許多先進國家，更是

每三個人之中就有一個人因罹患癌症而死亡。成為各國的十大死因之

一，因此癌症的預防與治療已經成為國家的醫療及生物基礎研究單位

一個重要的研究主題，在我們生活的環境中充滿了各式各樣的致癌物

質，也存在許多天然的抑癌物質。最近十年來，科學家們除了在治療

癌症上繼續投入研究外，更積極開發研究預防癌症的天然物及中草

藥。所謂的癌症化學預防藥劑（cancer chemopreventive agents）的類

別大約可分為：維生素 A 酸的衍生物、抗氧化劑、癌化作用酵素之

抑制劑、非類固醇性的抗炎劑（某些止痛劑）等，預防人體免於致癌

物質之侵犯。然而來自於一些天然的食物，例如：十字花科的蔬菜（如

甘藍菜、花椰菜、包心菜等）、蕃茄、綠茶、咖哩等都有研究顯示有

不等程度的防癌作用，癌症的形成需要冗長的過程以及多重步驟（附

圖一）其 中 包 括：癌 症 的 發 生 為一多重步驟性的致癌過程 

(multistep carcinogenesis),分成【1】起始期 (initiation phase)為一快速

且不可逆的階段，主要由於細胞內的核酸發生突變所致；【2】促進期 

(promotion phase)是由於一些致癌原作用，造成基因異常所致；【3】

進展期 (progression phase)為癌細胞開始侵犯鄰近正常組織，進一步

轉移到相關的組織或器官。因此能有效在任一時期阻斷癌細胞的進行

者，皆為我們尋找天然抗癌藥物的最重要目標。根據過去文獻中得

知，發炎反應時常會刺激 polyamine metabolisms (7)、arachidonic acid 

metabolisms (8)及 oxidative stress (9)大量分泌與過度活化，以上的發
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炎物質皆具有癌促進作用，而發炎反應過程的代謝產物，如活性氧系

(ROS)及前列腺素(PGs)衍生物可做為 pro-inflammatory mediators 及癌

促進作用。因此本研究設計以 TPA 誘發老鼠體內發炎及氧化性傷害

機制，來觀測 AT 之作用情形，並以 Benzo[a]pyrene 為起始物及 TPA

為促進物這種二段式誘發的皮膚腫瘤模式的試驗，來評估 AT 之抗癌

促進作用（10,11）。 

 

一、 AT 的背景介紹 

具有生物藥理活性天然物的有機全合成產物 AT 在 1983 年首次

由 Ishii 等由食茱萸（Zanthoxylum ailanthoides）(附圖二)莖皮部分分

離得到(1)，食茱萸（Zanthoxylum ailanthoides）植物早期用在治療像

蛇咬傷、筋骨疼痛損傷、病毒感染及感冒等有相當程度的療效，由食

茱萸莖部（12-13）及 Sarcomelicope megistophylla 植物的莖皮中可以

分離(2)出多種的有效成份，其中 nor-neolignan 及 phenylpropanoid 兩

種成份中可以進一步得到 AT 的成份，近年來在藥用成份有機全合成

的發展上可以節省一些萃取中繁瑣的步驟與時間，本研究在 AT 藥

物，由國立彰化師範大學化學系暨研究所李衍彰教授實驗室，選擇具

有生物藥理活性天然物的有機全合成方法所提供（14）。 

 

二、 AT 之結構研究概要 

AT 為一帶有 2-arylbenzofuran skeleton 的天然物，結構如(附圖

四)，廣泛存在於自然界的植物中，屬於 neolignan family 的成員之一

的 nor-neolignan，根據研究具有 benzofuran 架構的 Lignan 天然物(15) 
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(附圖三)皆含有一 2-phenyl-7-methoxy-benzofuran skeleton，不同種類

的 Lignans 會有不同的取代基，像 Lignan 這樣的結構式具有相當多樣

化的生物活性，如抗癌（anticancer）（16）、抗增生（anti-proliferative）

（17）、抗病毒（antiviral）（18）、免疫抑制（immunosupressive）（19）、

抗血小板（antiplatelet）（20）、抗氧化（anti-oxidantive）（21）、殺蟲

劑（insecticidal）（22）、抗發炎（anti-inflammatory）（23）、抗黴菌

（antifungal）（24）、昆蟲拒食（antifeedant）（25）及癌症預防（cancer 

preventative）（26）。 

 

三、 食 茱 萸（Zanthoxylum ailanthoides）(附圖二)之 背 景 介 紹 

【其他名稱】︰ 刺蔥欓子、越椒、刺江某、紅刺(27-28)。 

【可用部位】︰ 種子及莖部、枝部，嫩芽亦可做為香料用途。 

【採集時間】︰ 一年四季。 

【用    途】︰ 根部可用於治療跌打損傷及風濕關節症,果實可

做為胃腸用藥。 

.  食茱萸成份最早研究是在 1915 年由藤崎自植物葉部分離到一些精

油成分後來許多成份陸續被發現,1983 年首次由 Ishii 等由食茱萸

（Zanthoxylum ailanthoides）莖皮部分分離得到(1) 食茱萸俗稱刺蔥

（Zanthoxylum ailanthoides Sieb & zucc.）為芸香科(Rutaceae)花椒屬

(Zanthoxylum)全世界約 100 種,其中有 9 種分布在台灣(29)，俗稱鳥

不踏、刺江某等，自古以來即為入藥植物，其根、莖、葉及果實都是

具有多用途之中藥材。產地自台灣北部、中部、東部低地及中高地森

林中均可發現，有溫中、止痛、理氣等功效。茱萸葉還可治霍亂，根
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部可以殺蟲。過去研究食茱萸之根皮所分離的幾種化合物中(13)，例

如:Quinoline derivative、phenylpropanoid、Lignan( 30, 31)、steroid、

coumarin 等，皆發現具有治療瘧疾、病毒感染、抑制癌細胞的增生及

蛇疾病等的活性。當中以 phenylpropanoid、Lignan 這兩種化合物分離

之後富含 AT 的成份(13)。 

 

四、 H2O2 (Hydrogen peroxide)與 MPO (Myeloperoxidase) 

    已知MPO酵素本身是一種白血球衍生的血紅蛋白(Heme Protein)

是由兩條重鏈及輕鏈所組成，分子量為 140 KD 與血管發炎性、冠狀

動脈硬化有關，並與 EPO(eosinophil peroxidase)及 LPO(lactoperoxidase)

同為一種哺乳類動物的氧化酵素，並儲存於嗜中性白血球(Neutrophils)

的顆粒中，同時具有活化異種物質形成具基因毒性的不穩定中間產物

的能力，所伴隨著產生的 HOCl、‧OH 等。而 MPO 必需透過 H2O2

需氧殺菌的氧代謝活性產物，能有效地進行殺菌，當中性白細胞吞噬

細菌後，氧耗量會大量的增加，此時 H2O2生成增加(32)，但 O2和 H2O2

的殺菌作用並不太強，使 O2還原為超氧陰離子 O2。使得活性氧化物

質增加而引起的氧化性壓力，在 MPO 和鹵化物的作用下可產生羥自

由基（．OH）和次氯酸（HOCl），具有強烈的殺菌作用。 

H2O2+Cl-  MPO   HOC1+H2O      OCl-＋H +  

      H2O2+OCl-        1O2+H2O＋Cl-  

 

五、 B[a]P（Benzo[a]pyrene）(附圖五) 

 B[a]P 是一種常見且與環境相關的致癌物，特別是對皮膚和肺的致癌
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力最強 (33)，結構上屬於多環芳香烴（ Polynuclear  Aromatic 

Hydrocarbons；PAHs），可由煙焦污染環境中分離到，燃料油不完全

燃燒是生成的主因，因其廣泛分佈於環境中，因此也經常存在於各類

食品中。B[a]P 常被使用於動物模式中，當作癌起始劑（initiator），

通常於老鼠皮膚上給予 B[a]P 再併用 TPA 當作癌促進劑（promoter），

則可誘發皮膚癌的形成。 

 

六、 TPA（12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate）(附圖六) 

TPA是從Croton Tiglium 的種子提鍊的巴荳油中萃取出的一種

phorbol ester，在 典 型的 二段 式 皮膚腫瘤誘發模式實驗中，

phorbol ester可以促使已被 initiation 的皮膚癌化提前，並使腫瘤數目

增加（34-36）。因此，此模式常被用於探討一些化學致癌物質導致腫

瘤之各種生化及細胞分子生物學上之變化（37-39）；TPA本身是很強

的細胞癌化促進劑，在動物皮膚試驗及細胞實驗中均證實 TPA 之所

以能夠促進細胞癌化是經由活化細胞內的訊息傳導路徑，如蛋白激素

之活化(PKC)、致癌基因c-Jun/c-fos之誘導與活化細胞增生的相關酵

素如MAPK、JNK等(40)。本身不具致癌力，但可以促進化學致癌物

的致癌作用，它在促進皮膚癌方面的作用(41)方式主要包括： 

【一】誘發上皮中鳥胺酸脫羧酶（Ornithine decarboxylase；ODC）活

性及基因之大量表現；  

【二】誘發上皮中第二型之環氧化酵素（Cyclooxygenase-2；COX-2）

活性及基因之大量表現； 

【三】誘發上皮細胞中之 NF-κB 活化（42-45）； 
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【四】連續多次處理 TPA 的情況之下，會誘發上皮的增殖肥大

（Hyperplasia）； 

【五】TPA 在不同細胞中具引發活性氧（active oxygen species）的能

力； 

【六】可能具引起氧化性的 DNA base 損傷（46）。 

 

七、 COX-2（Cyclooxygenase-2） 

在發炎反應的過程中，環氧化酵素（Cyclooxygenase；COX）是

將Arachidonic acid（AA）轉換成Prostaglandins（PGs）的key enzyme。

PGs為一群具有二十個碳的類花生酸（Eicosanoid），可被人體各器官

合成，作為autocrine或paracrine，除了在發炎反應中扮演重要角色外，

它參與的功能尚有血液凝集、排卵及分娩過程、骨質代謝、神經的生

長及發育、傷口的癒合、腎功能、血管的收縮及免疫反應等。

Cyclooxygenase有兩種異構物 (isoform)。即COX-1和COX-2（47），

COX-1在所有組織均有一定基本量的表現特別是胃黏膜及腎臟，催化

產生前列腺素以維持正常的生理運作，例如前列腺素E (PGE)在胃中

可保護胃粘膜不受胃酸侵蝕，在腎臟中維持正常的腎血流不致於缺血

受損等，因此COX-1被稱為是「house-keeping COX」，提供體內平衡

調節（homeostatic regulation）之用。正常狀態下COX-2在細胞中的含

量微乎其微而COX-2是在組織損傷過程中經由誘導產生，並以

Arachidonic acid為受體生成前列腺素（PGs）以引起疼痛和發炎（48），

目前已有研究顯示，TPA引起發炎反應過程中COX-2會大量表現

（49,50）。COX-2的代謝產物主要有四種，分別為 Prostaglandin E2
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（PGE2）、Prostaglandin F2（PGF2）、Thromboxane A 及 Prostacyclin，

其中以 PGE2 與發炎反應最為相關（51），而被視為Pro-inflammatory 

mediators。在許多不同腫瘤細胞中皆發現 COX-2 大量表現，根據這

種特性，一些抗發炎抗癌的藥物，其抗炎效果乃是在於抑制COX-2

的結果，因此若能抑制COX-2活性或表現將可降低癌症發生的可能。 

 

八、 iNOS（Inducible nitric oxide synthase） 

一氧化氮 (NO)在發炎反應過程中扮演相當重要的角色(52)。NO

生成主要是經由活化一氧化氮合成酵素(NOS)而將細胞內之

L-arginine轉變成為L-citrulin及NO和自由基的釋放，細胞內NOS主要

分為兩大類；一為結構性NOS(constitutive NOS; cNOS)，另一種為誘

導型NOS (inducible NOS; iNOS)。 cNOS產生固定量之NO為維持體內

正常運作之重要訊息傳遞因子，NO會藉由促使GDP轉變為cGMP進而

誘發一連串之生理反應，包括血管擴張、子宮平滑肌鬆弛及抑制血小

板凝集等作用，是一個重要的神經傳遞物質（neurotransmitter）及細

胞毒性物質（53）。在之前研究中已指出慢性感染及發炎過程是造成

癌症的危險因子之一，當組織受傷時，會產生NO及其他自由基，進

而使細胞及DNA受損，並促使腫瘤的形成（54）然而，iNOS所誘導

出之大量NO自由基則會造成細胞的傷害與血管過度的舒張最後造成

嚴重的發炎反應以及併發症，如敗血性休克、中風、DNA受損、突

變所造成細胞的癌化等。另一方面它能讓吞噬細胞具有殺死癌細胞及

細菌的能力、使血管放鬆、調控血壓，在哺乳動物中，主要是由L-

精胺酸（L-arginine）在一氧化氮合成酶（Nitric oxide synthase；NOS）



 

 11

的催化下，經過一中間產物轉換成L-西瓜胺酸（L-citrulline）和一氧

化氮（NO）。NOS有神經性（type I；nNOS）、誘發性（type II；iNOS）

和內皮性（type III；eNOS）等三種，是依照最初發現的地方而命名

（各在神經突觸、巨噬細胞和血管內皮）。其中iNOS在正常情況下是

不被表現出來，當有內生性（endogenous）或外生性（exogenous）物

質的刺激產生如發炎反應、敗血症、阿茲罕默症（Alzheimer's disease）

或肺炎等異常狀態時才會大量的被表達（55-57）。在先前研究中也已

發現TPA造成發炎及癌促進作用時，亦會伴隨著iNOS大量表現（58）。 

 

九、 ODC（ornithine decarboxylase） 

ODC 是 polyamine 代謝的 key enzyme 也是第一步驟，此酵素在

細胞增殖（proliferation）的調節及腫瘤之生長扮演一個重要角色

（59）。有研究顯示老鼠表皮 ODC 活性被大量活化時與表皮細胞不正

常之增生與轉形（transformation）有正相關性（60,61），且已有報導

指出在一些轉形的細胞中可能發現 ODC 的基因被大量的表達出來

（62）因此利用尋找 ODC 的抑制劑來達到阻斷或預防癌症的發生亦

被當成重要的指標之一（63）。 

 

十、 自由基與疾病之關係 

許多研究指出自由基、活性氧在許多疾病﹙如皮膚老化、腫瘤、

心臟血管病變﹚的發展上扮演極重要的角色。人體在正常代謝過程中

會產生自由基與活性氧，所謂自由基是指帶有一個或多個不成對電子
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不穩定的物種﹙species﹚(64)，活性氧則為人體代謝產生反應活性較

基態氧強的含氧物種；而一些外來的物質如藥物、致癌物及生活壓力

在體內代謝過程中也會產生自由基與活性氧(activated oxygen)這些物

質會進而攻擊細胞膜、細胞組織並危害細胞核內基因物質，再近一步

傷害細胞引發病變，甚至死亡。雖然自由基與活性氧會造成生物體細

胞的損害，甚至導致死亡，但在正常狀況下，生物體本身具有抗氧化

防禦系統，產生抗氧化酵素及抗氧化物(antioxidant)來移除自由基與

活性氧，並由修護系統修補所引發的傷害。本研究中用到一種自由基

試藥稱DPPH，DPPH是一種脂溶性自由基本身結構上具有穩定的共

振，本研究所使用的DPPH在517nm的波長下有特定的吸光值，由於

抗氧化劑與DPPH自由基的反應作用，當DPPH的濃度降低時，OD值

也會跟相對的下降,所以我們藉由DPPH指數的降低可知抗氧化劑具

有好的清除的能力。  

 

十一、 癌化的促進作用與過程 

   自 1982 年以來癌症便高居台灣十大死亡原因首位，目前增加速度

最快的癌症包括攝護腺癌、口腔癌、乳癌、大腸直腸癌和肺癌，癌症

的發生與暴露於環境中化學性、物理性及病毒性致癌因子 

(carcinogens)的量有直接的關係，正常細胞必需透過相關的化學物質

構成一個起始作用，造成相關的慢性發炎反應，伴隨著發炎性白血球
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的浸潤，進一步造成不等程度的細胞異常增生現像，另外在慢性發炎

反應的過程即會有許多自由基的產生，其他如病毒也會造成單點基因

突變進一步於促進因子的作用,並在高重覆性、大量且多重步驟的條

件之下刺激與作用，最後導致細胞的變性(transformation)產生腫瘤細

胞，本實驗利用致癌劑 TPA 來誘導細胞進行癌化作用，TPA 本身是

很強的細胞癌化促進劑，主要可以透過活化細胞內的訊息傳導路徑，

如蛋白激素之活化 PKC、致癌基因 c-Jun/c-fos 之誘導與活化細胞增生

的相關酵素如 MAPK、JNK 等。但癌症的形成過程有些長達數年甚

至幾十年的促進作用甚至更長的時間(65)，這些致癌因子會經由基因

突變而導致正常細胞癌化一般致癌過程(multistep carcinogenesis)分成

【1】起始期 (initiation phase)為一快速且不可逆的階段，主要由於細

胞內的核酸發生突變所致；【2】促進期 (promotion phase)是由於一些

致癌原作用，造成基因異常所致；【3】進展期 (progression phase)為

癌細胞開始侵犯鄰近正常組織，進一步轉移到相關的組織或器官。因

此能有效在任一時期阻斷癌細胞的進行者，皆為我們尋找天然抗癌藥

物的最重要目標。 
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貳. 研究動機 

今日科學日新月異、醫藥技術不斷的進步，但對於諸多重大疾病

如癌症等異常相關疾病，在西方醫學中卻仍然缺乏有效的治療或預防

方式。然而在我們中國傳統醫學，對於一些在西方醫學感到相當棘手

的疾病確有顯著而神奇的療效。但是中草藥至今仍然無法廣為西方醫

學所接受最大的原因就在於無法提出科學化的證據，來證實真正的治

療機轉。傳統對於食茱萸（Zanthoxylum ailanthoides Sieb & zucc）的

有效成份大多是以萃取果實及葉子部分的研究為多，一般都用在治療

殺蟲子、止痛、腹瀉、齒痛及抗病毒等(13,14)，1983 年由 Ishii 首度

由莖皮萃取出一種具有生物活性的成份 AT(1)，我們的研究主題為天

然中草藥所含的利用有機全合成的成份 AT，結構上屬 neolignan 

family 之一，參考過去文獻也指出具有 neolignan 成份物質大多具有

抑制血小板、治療蛇咬傷、抗癌、抗氧化及抗發炎的的作用 (15)，

先前本實驗室發現 AT 具有補捉自由基的能力。於是設計一連串的動

物以TPA誘導發炎活性反應及二階段皮膚癌動物模式探討AT之抗癌

活性及其作用機制。  
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參. 實驗材料與方法 

一、化學試劑及使用儀器 

（一）化學試劑 

1.購自 Amershan 公司(U.K.)： 

DL-[14C]ornithine hydrochloride (56.0 mCi/mmol) 

2.購自 Sigma 化學公司(St. Louis, MO, USA) 

1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 

Benzo[a]pyrene (B[a]P)  

Dithiothreitol (DTT) 

Bovine serum albumin (BSA) 

12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) 

（二）儀器 

分光光譜儀：UV-Visible Spectrophotometer（HITACHI ; U2000） 

閃爍偵檢器：Liquid Scitillation Analyzer（Packard ; 2100TR） 

均質機：Homogenizer（EYELA ; MAZELA-Z） 

冷凍切片機：Knife Holder（LEICA ; CM3050 S） 

冷光螢光影像分析系統與照片品質輸出系統：Luminescent Image 

Analyzer & Digital Image Printer（FUJIFILN ; LAS-1000） 

冷凍乾燥機 ：Lypholyzer（Heto ; FD4） 

減壓濃縮機：Condensor（BUCHI ; RE111） 

高速冷凍桌上型離心機：Centrifuge（HERMLE ; Z323K） 

蛋白質電泳槽：Mini Protein II cell（BIO-RAD） 
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二、實驗方法 

（一） AT 的合成與分析 

國立彰化師範大學化學系暨研究所李衍彰教授實驗室，選擇具有 

生物藥理活性天然物的有機全合成產物，利用天然物合成

5-bromo-2-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde 為架構透過六個步驟形成

一長串的序列,總產率高達 48﹪（15）。 

 

（二） 自由基捕捉測定(Determination of free radical-quenching   

capacity) 
 

本實驗使用 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)自由基，因其在

結構上可產生穩定的共振，所以可在適當的狀態下長時間保存，且其

在 517nm 的波長下有獨特的吸光值(66)。隨著 DPPH 濃度的降低，其

吸光值(O.D)亦隨之降低，故我們可以藉由 DPPH 當作一個指標來看

參考 Shimada 的方法(67)，測定清除 DPPH 自由基的能力，因 DPPH

是較為安定的自由基，實驗上所採用的 DPPH 甲醇溶液為紫蘿蘭色

﹙violet﹚在 517 nm 下有強的吸光值，若與試樣結合，將會降低吸光

值，由此藉以判斷試樣清除 DPPH 自由基的能力，其吸光值愈低，表

示試樣清除 DPPH 自由基的能力愈強 AT 對自由基是否有捕捉的作

用。實驗流程如下： 
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取 2.87ml methanol 加入 30μl 10mM DPPH 
↓ 

加入 100μl DMSO(solvent control)或不同濃度 AT （0.05、0.1 及 0.2 
mM） 
↓ 

置於室溫中 30 min 
↓ 

加入 1ml redistilled water 與 3ml toluene，並充分混合 
↓ 

3000 rpm 離心 10 min 
↓ 

取 upper phase 置於 spectrophotometer，在波長 517nm 下測其最大之

吸光值 
 

清除率(scavenging effect %): 

［l-(樣品於517nm之吸光值/對照組於517nm之吸光值)l］x l00% 

*為了避免誤差，樣品反應後之吸光值再扣掉樣品反應前之吸光值* 

 

（三）動物來源 

ICR strain 雌性小白鼠（約五週大）購自台大醫學院動物中心，

動物飼育在室溫設定 22±2℃，日夜光照 12 小時交替，使用之飼料為

美國 Purina Lab Diet，飲用水（蒸餾水；經逆滲透處理）不限制飲用，

動物在試驗開始前先經一週之環境適應後，才進行試驗。 

（四）老鼠耳朵水腫試驗 

1、動物分組 

將小白鼠隨機分為六組，每組六隻，依分組在其右耳上處理藥

物，第一組為控制組，預先處理 20μl acetone（solvent control），五分

鐘後再給予 20μl acetone；第二組預先處理 20 μl acetone，五分鐘後再

給予 20 μl TPA（25 μM；final conc.  0.5 nmol）；第三組預先處理 20 μl 
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AT（2.5 mM），五分鐘後再給予 20 μl acetone；第四組至第六組預先

處理 20 μl 不同濃度之 AT（0.5、1.0 及 2.5 mM），五分鐘後再給予

20 μl TPA。 

 

                       分組藥物處理 

處理方式 

組別 

 
預先處理 

 
    5 分鐘後處理 

Group 1 20 μl  Acetone   20 μl  Acetone 

Group 2. 20 μl  Acetone   20 μl  TPA (0.5 nmol) 

Group 3. 20 μl AT (2.5 mM)      20 μl  Acetone 

Group 4.  20 μl AT  (0.5 mM)     20 μl  TPA (0.5 nmol)

Group 5. 20 μl AT  (1.0 mM) 20 μl  TPA (0.5 nmol) 

Group 6. 20 μl AT  (2.5 mM) 20 μl TPA (0.5 nmol) 

 

2、試驗方法 

本實驗主要參考 Huang 等方法（68）進一步修飾而成，在小白鼠

的右耳以上述分組方式給予藥物塗抹，塗抹完畢 5 小時後，將老鼠斷

頸犧牲，接著將右耳處理藥物部位用打洞機取直徑約 6mm 的切割部

分，稱重且紀錄，結果以 Mean±SD 表示，評估 AT 對 TPA 引起老鼠

耳朵發炎水腫之抑制情形。 

 

（五）過氧化氫(hydrogen peroxide,H2O2)的測定(69,70) 
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    1、動物分組 

將小白鼠隨機分成六組，每組六隻，剃除背部的毛髮之後再將藥

物塗抹於背部，各組處理為：第一組為控制組，預先處理 200 μl acetone

（solvent control），五分鐘後再給予 200 μl acetone；第二組預先處理

200 μl acetone，五分鐘後再給予 200 μl TPA（25 μM；final conc. 5 

nmol）；第三組預先處理 200 μl AT（2.5mM），五分鐘後再給予 200 μl 

acetone；第四組至第六組預先處理 200 μl 不同濃度之 AT（0.5、1.0

及 2.5 mM），五分鐘後再給予 200 μl TPA。在加藥後的第 20 個小時

將老鼠犧牲，在老鼠斷頸犧牲之前 1 個小時，再次處理藥物各組給藥

方式如下表：  

分組藥物處理 

處理方式 

組別 

預先處理 5 分鐘後處理 第 20 小時犧牲

前 1 小時處理 

Group 1 200 μl  Acetone 200 μl  Acetone 200 μl  Acetone+ 

200 μl  Acetone 

Group 2. 200 μl  Acetone 200 μl TPA (0.5 
nmol) 

200 μl  Acetone+ 

200 μl TPA (0.5 nmol) 

Group 3. 200 μl AT  (2.5 mM) 200 μl  Acetone 200 μl AT  (2.5 mM)+ 

200 μl  Acetone 

Group 4.  200 μl AT  (0.5 mM) 200 μl TPA (0.5 
nmol) 

200 μl AT  (0.5 mM)+ 

200 μl TPA (0.5 nmol) 

Group 5. 200 μl AT  (1.0 mM) 200 μl TPA (0.5 
nmol) 

200 μl AT  (1.0 mM)+ 

200 μl TPA (0.5 nmol) 

Group 6. 200 μl AT  (2.5 mM) 200 μl TPA (0.5 
nmol) 

200 μl AT  (2.5 mM)+ 

200 μl TPA (0.5 nmol) 

2、H2O2活性測試實驗步驟 

(1) 藥物處理老鼠背部皮膚 20 個小時之後，在老鼠斷頸犧牲之前 1
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個小時，再次處理藥物後犧牲，隨即剪取直徑 2 公分之皮膚。 

(2) 取下背部皮膚刮取上皮(參考 ODC activity assay)並將組織剪碎，

放入 3ml 的 buffer (10 mM sodium azide,溶於 50mM KH2PO4)使

用 polytron homogenizer 均質化(約 30 秒)。 

(3) 以 10,000 rpm 離心 20 min 後利用兩層紗布過濾。 

(4) 取 10 μl 上清液每 ml 加入 990 μl 的 PR(phenol red)/HRPO 

    (horseradish peroxidase)(5mg PR/ml and 10mg HRPO/ml)。 

(5) 靜置在室溫下 5 分鐘後加入終止液 pH 值 12.5, 1N NaOH 

100μl，以波長 610 nm 下測定吸光值。 

3、H2O2的標準曲線測試 

      分別配製 H2O2的標準溶液，0, 1.5630, 3.125, 6.250, 12.5, 25.0,μM 

(須避光放冰上) 靜置 5 分鐘，以上不同濃度的 H2O2 10 μl 加入溶液

總量為 990 μl 的 PR (phenol red) / HRPO (horseradish peroxidase) 

(0.07mM;0.025g/l /PR and 8.5Ｕ/ml 50μg/ml/HRPO)solution 需溶於

140Mm 的 NaCl, 10mM potassium phosphate buffer, pH 7.0, 5.5mM 

dextrose, 的溶液中。靜置在室溫下 5 分鐘後加入終止液 pH 值 12.5, 

1N NaOH 100μl，以波長 610 nm 下測定吸光值。 

 

（六）髓過氧化酵素(myeloperoxidase,MPO)的測定 

1、動物分組 

    與前面過氧化氫(hydrogen peroxide,H2O2)的實驗處理相同。 

2、MPO 活性測試實驗(71)步驟 

當細胞內遭受氧化壓力及損傷時會產生大量 H2O2，MPO 也會隨
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之增加(72)，原理為: 

          Cl + H2O2  
MPO

  OCl + H2O 

（1） 藥物處理老鼠背部皮膚 20 個小時之後，在老鼠斷頸犧牲之前 1

個小時，再次處理藥物後，隨即剪取直徑 2 公分之皮膚。 

（2） 取下背部皮膚利用剪刀將皮膚剪碎並加入 3ml 的 buffer(0.5% 

hexadecyltrimethyl ammonium)使用 polytron homogenizer 4℃均

質化(約 30 秒)。 

（3） 以 10,000 rpm 離心 20 min 後利用兩層紗布過濾後置於冰上。 

（4） 取 2.5mM 的 4-aminoantipyrine-2% phenol solution 1.3ml 和 

1.7mM H2O2 1.5ml 混合均勻，取澄清液 0.2ml 加入前一混合液

中接著以 510nm 波長的吸收峰測試吸收並紀錄 4 分鐘。 

（5） 一個 unit 的 MPO 表示在 25℃時，每分鐘水解 1μmol H2O2 的能

力，結果以 unit/cm2  area of mouse skin 表示之。 

 

（七）鳥胺酸脫羧酶（ornithine decarboxylase；ODC）活性試驗 

ODC 是一種早期皮膚癌的指標，假如 ODC 的濃度偏高，則意謂

著有皮膚癌可能性。其測試的原理為： 

標誌帶有碳 14 的鳥胺酸透過鳥胺酸脫羧酶的作用使之釋出帶有碳 14

二氧化碳測之其含量。 

 

C-ornithine
ornithine decarboxylase

(ODC)
decarboxyl
ornithine + CO   (g)14 14

2

 

測定的方法則是以往文獻（68,73）修定而成，實驗步驟為: 
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1、動物分組 

將小白鼠隨機分成六組，每組六隻，剃除背部的毛髮之後再將藥

物塗抹於背部，各組處理為：第一組為控制組，預先處理 200 μl acetone

（solvent control），五分鐘後再給予 200 μl acetone；第二組預先處理

200 μl acetone，五分鐘後再給予 200 μl TPA（25 μM；final conc. 5 

nmol）；第三組預先處理 200 μl AT（2.5mM），五分鐘後再給予 200 μl 

acetone；第四組至第六組預先處理 200 μl 不同濃度之 AT（0.5、1.0

及 2.5 mM），五分鐘後再給予 200 μl TPA。各組給藥方式如下表：  

分組藥物處理 

處理方式 

組別 

 
預先處理 

 
    5 分鐘後處理 

Group 1 200 μl  Acetone 200 μl  Acetone 

Group 2.    200 μl  Acetone 200 μl TPA (0.5 nmol) 

Group 3. 200 μl AT  (2.5 mM)  200 μl  Acetone 

Group 4.  200 μl AT  (0.5 mM) 200 μl TPA (0.5 nmol) 

Group 5. 200 μl AT  (1.0 mM) 200 μl TPA (0.5 nmol) 

Group 6. 200 μl AT  (2.5 mM) 200 μl TPA (0.5 nmol) 

2、ODC 活性測試實驗步驟 

（1）藥物處理老鼠背部皮膚，5 小時後，將老鼠以斷頸犧牲，剪取

直徑約 1.5 公分之背部皮膚。  
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（2）取下之皮膚先以 58℃水浴 30 秒，然後快速置於冰上，刮取上

皮(epidermis)組織。 

（3）將上皮置於 potassium phosphate buffer (50mM, pH7.7, 1ml,內含

有 2mM Dithiothreitol、0.1mM EDTA 及 ornithine 0.25 mM)。 

（4）在冰上以 polytron tissuizer 進行均質化（約 30 秒）。 

（5）以 20,000×g，在 4℃下離心 20 分鐘。 

（6）取上清液分成四等份，每等份 50μl，置於 eppendorf 中，一等份

作 protien assay，三等份作 ODC activity assay，存於-80℃, 

overnight。 

（7）在每一試管內放置 30 μl 上清液，加入 0.1μCi DL-[14C]ornithine 

hydrochloride（溶於上述 potassium phosphate buffer 中）使總體

積為 200 μl，試管中以適合 eppendorf 懸吊內含 0.2 ml 2N NaOH

（eppendorf 不可與液面接觸），而後立刻密封試管口（以上步

驟均於冰上操作，試管裝置如 (附圖三)。 

（8）於 37℃水浴恆溫槽中進行酵素反應，時間為 1 小時，然後用內

裝 0.5ml 2M Citric acid 的注射針筒打入反應液中以中止反應，

以內裝 0.2 ml NaOH eppendorf 吸收釋出之 CO2。 

（9）30 分鐘後，打開反應試管，取出裝 NaOH 之 eppendorf，整個

放入輻射計數小瓶(counting vial)中，加入液體閃爍液，以閃爍

計數儀計數輻射量(dpm)。 

（10）計數出之 dpm 轉換成 14CO2 的莫耳數，測出之 ODC 以 pmol 

14CO2 evolved/mg protein/h 表示。 
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（八）老鼠皮膚形態改變試驗 

1、動物分組 

將小白鼠隨機分為六組，每組六隻，藥物處理前兩天，以電動

除毛刀剃除老鼠背部毛髮，以利藥物吸收。依分組在老鼠背部處理藥

物，第一組為控制組，預先處理 200 μl acetone（solvent control），五

分鐘後再給予 200 μl acetone；第二組預先處理 200 μl acetone，五分

鐘後再給予 200 μl TPA（25 μM；final conc. 5 nmol）；第三組預先處

理 200 μl AT（2.5 mM），五分鐘後再給予 200 μl acetone；第四組至第

六組預先處理 200 μl 不同濃度之 AT（0.5、1.0 及 2.5 mM），五分鐘

後再給予 200 μl TPA。各組給藥方式如下表： 

                      分組藥物處理 

處理方式 

組別 

 
預先處理 

 
    5 分鐘後處理 

Group 1 200 μl  Acetone 200 μl  Acetone 

Group 2.    200 μl  Acetone 200 μl TPA (0.5 nmol) 

Group 3. 200 μl AT (2.5 mM)  200 μl  Acetone 

Group 4.  200 μl AT  (0.5 mM) 200 μl TPA (0.5 nmol) 

Group 5. 200 μl AT  (1.0 mM) 200 μl TPA (0.5 nmol) 

Group 6. 200 μl AT  (2.5 mM) 200 μl TPA (0.5 nmol) 

2、試驗方法 

 本實驗主要參考 Huang（68）等人之方法進一步修飾而成，在小
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白鼠的背部以上述分組方式給予藥物塗抹，一天兩次，連續七天，在

最後一次給藥後 18 小時後將老鼠斷頸犧牲，取下約 2cm × 2cm 的背

部皮膚，立即浸泡於 10％ neutral buffered formalin 中固定，然後以

hematoxylin and eosin 染色（H&E stain），其步驟如下： 

（1）脫臘後，以紫蘇木（hematoxylin）溶液染 2~15 分鐘（時間

長短依紫蘇木溶液之不同而定）。 

（2）以水浸洗。 

（3）以 0.5％鹽酸溶液行分辨染色色度，約 1~5 秒。 

（4）浸入氨水（水 1000 ml 中滴入氨水 2 滴）至組織呈現藍色，

約需數秒。 

（5）於流水中清洗，至少 15 分鐘。 

（6）染以 0.5％伊紅 Y 溶液，數秒至 2 分鐘。 

（7）依次通過 80％、90％、95％酒精。 

（8）移入 100％酒精：二甲苯-100％(1:1)溶液 30 秒。 

（9）移入二甲苯：木餾油(4:1)及二甲苯(I) 、二甲苯(II)溶液各

30 秒。 

（10）以二甲苯使之透明。 

（11）封蓋。 

本實驗的結果表示方法共分 4 部份； 

（1）上皮層厚度（Epidermal thickness）：每一片切片中隨機選取 5

處來計算並平均，結果以 mean ±SE 來表示。 

（2）發炎細胞浸潤（Leukocyte infiltration）情形：乃是藉著與溶劑

控制組 (acetone control) 比較上皮中單核發炎細胞 (mononuclear 
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inflammation cells)的 diffuse infiltration，結果以輕微(slight,+)、中度

(moderate,++)及重度(severe,+++)來表示。 

（3）角化現象（Hyperkeratosis）：同上以輕微 (slight,+)、中度

(moderate,++)及重度(severe,+++)來表示。 

本實驗使用顯微鏡放大 40 倍(物鏡×目鏡)來觀察。 

（九）老鼠皮膚腫瘤研究 

1、動物分組 

根據二段式皮膚腫瘤誘發模式實驗，將小白鼠隨機分為六組，每

組六隻，每隻都以電動除毛刀剃去背部的毛髮，並在背部塗抹藥物以

觀察腫瘤的生長。依分組在背部處理藥物，第一組為溶劑控制組，僅

給予 200 μl acetone（solvent control）；第二組處理 initiator：B[a]P 200μl

（1mM；final conc. 0.2 μmol 溶於 Acetone 中），第二週至第二十四週

僅給予 acetone 僅第十二週給藥一次，之後；第三組在第十二週處理

initiator（B[a]P）一次外，第二週至第二十四週給予 promoter：TPA 200 

μl（25 μM ; final conc. 5 nmol），每週三次；第四組至第六組第十二週

先處理 B[a]P 後，第二週至第二十四週在每次給予 TPA 前五分鐘，預

先處理 200 μl 不同濃度之 AT（0.5、1.0 及 2.5 mM），每週三次。表：             

 

分組藥物處理 

處理方式 

組別 

第二週～第二十四週/(每週 3 次) 

 

第十二週 

Group 1 Acetone(先), Acetone + Acetone(後) 
  

Acetone 



 

 27

Group 2.   Acetone(先), Acetone + Acetone(後) 
 

200μl B[a]P 
(0.2 mol) 

Group 3.  200μl Acetone(先) Acetone + 200μl TPA (0.5 nmol) (後) 200μl B[a]P 
(0.2 mol) 

Group 4.  200 μl AT（0.5 mM）(先)+ 200μl TPA (0.5 nmol) (後)  200μl B[a]P 
(0.2 mol) 

Group 5. 200 μl AT（1.0 mM）(先)+ 200 μl TPA (0.5 nmol) (後)

 

200μl B[a]P 
(0.2 mol) 

Group 6. 200 μl AT（2.5 mM）(先)+ 200 μl TPA (0.5 nmol) (後) 

  
200μl B[a]P 
(0.2 mol) 

2. 測驗方法 

本實驗參照 Huang（74）等的方法來測量，每週觀察一次老鼠皮

膚上腫瘤生長的情形，以量尺在固定面積內 (面積計算公式 : 

A=π/6×D1×D2)量取直徑大於 1mm 的腫瘤才可列入計算並紀錄下

來，共紀錄二十四週，結果以 tumors/mouse 及 percentage/mice with 

tumors 來表示。 
 

（十）西方點墨法（Western blotting） 

實驗原理： 

利用電流將帶有負電荷之不同分子量的蛋白質分離，並以具專一

性之抗體與目標蛋白結合，放大並顯示該蛋白表現的變化情形。 

（1）COX-2 與 iNOS：同上述 ODC 活性試驗方法；剃除小白鼠

背部毛髮，分組處理 TPA 及不同濃度的 Ailanthoidol，經 5 小時後，

將老鼠犧牲取下背部皮膚刮取上皮組織，置於 potassium phosphate 

buffer 中，均質化後以 20,000×g、4℃下離心 30 分鐘，取其上清液置

於-80℃冰箱備用。 
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2、蛋白質定量 

 利用不同濃度之 BSA（Bovin Serum Albumin）做為標準品，與

comassie blue 於室溫中反應 1 分鐘，置於分光光度計中以波長 595 nm

測其吸光值，先畫出標準曲線，再將樣品經適當稀釋後，測其吸光值

並帶入標準曲線中換算出各樣品的蛋白質濃度。 

3、SDS-PAGE 

 取定量後之樣品 80 μg，加入適量的 sample buffer ( 2ml 0.5M 

Tris-HCl(pH=6.8) 、 1.6ml Glycerol 、 3.2ml 10% SDS 、 0.8ml 

2-β-mercaptoethanol、0.4ml 0.5% bromophenol blue )混合均勻，經 spin 

down 後以 95℃加熱 3~5 分鐘使蛋白質 denature，加熱結束後迅速放

入冰中冷卻，避免蛋白質 renature，隨後將樣品 loading 至 SDS 膠片

中（COX-2 及 iNOS 使用 8% SDS；connexin 使用 12% SDS ），進行

電泳。 

4、轉漬(Transfer) 

 待電泳結束後，切除已分層之蛋白質膠片的 stacking gel，然後依

序將海綿、濾紙、膠片、Nitrocellular membrane、濾紙、海綿放置於

transfer 用之夾板中，並置入轉漬槽中，以 100 伏特轉漬 1~1.5 小時。 

5、Immunoblot 

 Transfer 完之 NC membrane 先以 Ponceau S 染色並剪下目標蛋白

分子之 NC membrane，經數次 wash 後以 5％脫脂牛奶（溶於 washing 

buffer：PBS buffer with 0.5％ tween-20）於室溫下反應 1~2 小時，再

經數次 wash，加入一級抗體置於 4℃冰箱反應 overnight。次日 wash 5

次後，再依實驗不同加入 Horseradish peroxidase conjugated goated 
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anti-mouse/anti-rabbit antibody 於室溫下反應 60 分鐘，wash 5 次後加

入 ECL plus chemiluminescence detection reagent 反應 1 分鐘，以

FUJIFILM LAS-1000 PLUS 定量分析。 

 

（十一）分析統計 

各項活體（in vivo）實驗每組皆以六隻小白鼠（n＝6），以 Student’s 

t-test 統計分析，於 p<0.05 以下表示為有意義的差異。 
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肆. 結果 

一.AT 對自由基捕捉能力之測定 

根據 DPPH test 的測定結果，顯示 AT 對自由基之捕捉作用，具

有劑量依存性關係，AT 在 0.05mM、0.1mM 及 0.2mM 的試驗濃度下，

其捕捉能力分別清除數值為 64％(P<0.001)、84％(P<0.001)及 93％

(P<0.001)隨著劑量不同具有依存關係以上結果證實 AT 具有高度抗氧

化的能力。(Figure 1) 

 

二.AT 對 TPA 誘發老鼠耳朵水腫之抑制作用 

經 TPA 處理過後之小白鼠耳朵，在短時間內，可誘發使其產生

耳朵水腫現象。本試驗以 0.5nmol TPA 處理小白鼠右耳，5 小時後犧

牲，取下直徑約 6mm 的耳朵，稱重後發現比控制組重量增加約 70％

以上，而當預先處理 0.5mM、1.0mM 及 2.5mM AT，5 分鐘後再以 

0.5nmol  TPA 處理，發現耳朵平均重量降低了，分別具有 45％、68

％及 96％的抑制效果，甚至在預先處理 AT 2.5mM 組中，耳朵重量與

控制組相當。這結果顯示 AT 可以有效降低 TPA 引起之發炎反應，且

具有劑量依存的效果。（Table 1） 

 

三.AT 對 TPA 所誘發的 H2O2的抑制作用 

在給予 TPA(5 nmol)一次之後的 20 個小時，於犧牲動物前 1 小時

再給一次藥物處理，使之誘發 H2O2 的產生，結果發現在每平方公分

皮膚產生 16.56±4.66 的 H2O2 是誘發產生的 2.8 倍的作用預先處理

0.5mM、1.0mM、 2.5mM 的 AT 的濃度下具有 83％、90％、96％的
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抑制效果。(Table 3) 

 

四.AT 對 TPA 所誘發的 MPO 的抑制作用 

與第三項類似的處理方法，在第 20 個小時前後處理 TPA(5 nmol) 

測定MPO的產生情形，結果發現在每平方公分皮膚產生 344.53±55.05

的 MPO 具有明顯的上昇約誘導 28 倍的作用，預先處理 0.5mM、 

1.0mM 、2.5mM 的 AT 的濃度下具有 58％、61％、97％的抑制效果。

(Table 4) 

 

五.AT 對 TPA 誘發老鼠背部皮膚增生之抑制作用 

表皮細胞的厚度與層數在成熟的老鼠中應是維持一恆定狀態，若

有不正常增生時，則會造成此恆定狀態被破壞，造成表皮細胞層數與

厚度增加並伴隨著角化現象（Hyperkeratosis）的產生（75），實驗時

使用 TPA(5 nmol)引起輕度的形態改變，並用 AT 前處理後的組別來

作觀察與比較。結果以上皮層厚度（Epidermal Thickness）、發炎細胞

浸潤（Leukocyte Infiltration）及角化現象（Hyperkeratosis）等三部份

來表示。在上皮層厚度中，塗抹 TPA 七天後比不處理 TPA 者增厚為

約 2.8 倍，當處理了不同濃度之 AT（0.5mM、1.0mM 及 2.5mM）之

後，這種增厚的現象隨著濃度的上升而有恢復的現象；在發炎細胞浸

潤方面與角化現象，塗抹 TPA 的組別會增加其嚴重性，而在預先處

理 AT 的組別中，皆能看出水腫及發炎反應有減輕的現象；至於在細

胞增生與異生情形，結果發現在我們所處理 AT 的三種 0.5mM、1.0mM

及 2.5mM 劑量中都有相對抑制程度的作用。（Table 2.及 Figure 2） 
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六.AT 對 TPA 誘發老鼠皮膚 COX-2 與 iNOS 蛋白質表現之抑制作用 

由於 TPA 會誘發老鼠皮膚發炎反應，因此本實驗進一步針 COX-2 

及 iNOS 兩種與發炎反應有關之蛋白表現，由 Figure. 3、Figure. 4 發 

現，老鼠皮膚在 TPA(5 nmol)處理 5 小時下，確實能誘導與 iNOS 蛋 

白質的表現，在 預 先塗抹 200 μl AT（0.5mM、1.0mM 及 2.5mM）

後結果發現具有抑制 COX-2 發炎性蛋白 32 ﹪77﹪及 89﹪的作用，

相對的 iNOS 抑制了，21 ﹪81﹪及 100﹪蛋白質的表現，因此 AT 可

有效抑制發炎性蛋白質 COX-2 及 iNOS 的表現量且具有劑量依存的

現象。 

 

七. AT 對 TPA 誘發老鼠背部上皮 ODC 活性之抑制作用 

發炎時會產生大量之 eicosanoid 的代謝產物，其產物如 reactive  

oxygen species (ROS)與 prostaglandins，而這些物質可活化 ornithine 

decarboxylase (ODC)，此酵素為 polyamine biosynthesis 的調控酵素，

是 tumor promotion 的指標之一，這些物質或可促進增生訊息路徑且

具有 tumor promotion 之作用，為進一步確定 AT 對於發炎反應的效

果，本試驗預先處理 0.5mM、1.0mM 及 2.5mM AT 後再以 TPA 200 μl 

TPA（25 μM；final conc. 5 nmol）處理 5 小時，取下皮膚後以

DL-[14C]ornithine hydrochloride 為受質偵測 ODC 之活性，TPA 的確誘

發ODC活性之上升，在預先處理AT的實驗中則分別有效抑制了ODC

之活性 81.5﹪85.2﹪及 91.3﹪的依存效果。(Figure.5 ) 

 

八. AT 對 TPA 誘發老鼠皮膚腫瘤之抑制作用 
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  在 ICR 系 female mice 設計的兩階段促癌作用在背部皮膚加入不同

作用的試藥及作用劑在第一組加入 200 μl acetone（solvent control）是

為正常控制組，在第二週至第二十四週加入 200 μl (0.5 nmol)TPA 為

promotor另外前五分鐘分別在加入不同濃度200μl (0.5 mM) 、200μl (1.0 

mM)、200μl (2.5 mM)的 AT 作用劑長達二十四週的觀察期於第二組及

第四至六組的第十二週(僅一次)分別加入 200μl B[a]P (0.2 mol)initiator,

隨著週數的增加腫瘤數也因為藥物 initiator 及 promotor 的關係而有明

顯的增加,只單獨加入 B[a]P 的 initiator 並不會有腫瘤細胞的生長,同前

者再加入 TPA 腫瘤細胞生長在第 20 週達到 100 ﹪,在相同 20 週時加

入不同濃度 AT 造成腫瘤細胞的生長率分別是 0.5mM 只有 15﹪， 

1.0mM 為 12﹪，及 2.5mM 為 11﹪有些微的差異但是在分別第 24 週之

後隨著 AT 劑量的增加,老鼠背部腫瘤細胞的抑制情形分別減少了 25

﹪、25﹪及 35﹪，另外在第 24 週之後，單獨加入 TPA 腫瘤細胞生長

的數目平均約為 5.5 顆，但在不同濃度 AT 劑量之下腫瘤細胞分別 3.3

顆、3 顆及 1.6 顆顯示 AT 具有良好的 49﹪、46﹪及 53﹪的抑制效果

(Figure 6- 9)。 
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伍. 討論 

利用 B[a]P 當癌起始劑（initiator）及 TPA 當癌促進劑（promoter）

塗抹在老鼠背部皮膚上，是一種經常被使用的動物實驗模式，它最初

被用來研究一些物質的致癌作用，諸如與環境相關的致癌物如多環芳

香類化合物、農藥或其他致癌物等，近來則被廣泛用來當成研究抗癌

藥物的動物實驗模式。在這模型中常被用來當作癌促進劑的是

phorbol ester 之類的藥物，如 TPA、PMA 等（76），它會在老鼠皮膚

上引起組織及生化方面的變化如皮膚水腫、增生、增加嗜中性白血球

滲出的量（77）、增加 ODC 活性以及 H2O2和 MPO 活性的增加（78）

及增加 iNOS、COX-2 大量表現（49,50,58），而上述所有的組織生化

的變化皆有可能是癌促進作用的指標。基於上述各項敘述，我們利用

這個實驗模式來探討 AT 的抗癌作用。 

許多可以抑制 TPA 引起的癌促進作用之抑制劑，都是一些抗氧

化劑，還有一些具有抗氧化或捕捉活性氧功能的化合物，也抑制老鼠

皮膚的癌促進作用或與癌促進作用有關的一些生化反應（68,75,78），

在本實驗的結果中顯示著 AT 可能具有相同的功能，它的抗癌作用可

能是除了補捉自由基外，另抑制了造成發炎反應之酵素如 COX-2 及

iNOS 等亦是原因之一，但是它真正的分子機轉我們仍未完全明瞭，

因此本實驗將進一步針對其抗發炎及抗癌機轉利用細胞實驗深入探

討。             

另在二段式皮膚腫瘤誘發模式實驗中(41)初始模式是在第一週

即加入 initiator B[a]P 的之後加入 TPA  promotor 在第六週到第八週

即可觀察到腫瘤生長情形，不同於過去的研究模式的是我們先加入
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TPA  promotor 直到第十二週才加入 B[a]P 的 initiator 在加完藥的第

四週即可觀察到腫瘤細胞的生長。在我們應用的模式中亦顯示 AT 具

有抑制腫瘤細胞增生及預防腫瘤細胞生長的作用達到 25﹪、25﹪及

35﹪的抑制效果,結果與以上的實驗相互關聯。 

許多研究指出在老鼠皮膚上給予 TPA 會快速的引起發炎細胞

（inflammatory cell）如嗜中性白血球（neutrophils）及巨噬性白血球

（macrophages）等的大量堆積（79），並且會增加活性氧（active oxygen 

species）的釋出（80），本研究結果也符合這些研究的發現。另根據

Reiners 等（81）的研究指出當在老鼠皮膚上以 TPA 處理時，會誘導

xanthine oxidase，這會產生超氧陰離子及 H2O2，在這同時，TPA 抑

制了抗氧化酵素 SOD（superoxide dismutase）及 catalase 的活性

（82,83），這樣會促使上皮細胞遭受更大的 oxidative stress。而在先

前本實驗室的研究中，我們也發現 AT 有捕捉自由基的能力。     

經本研究結果顯示 AT 可以抑制 TPA 所引起的老鼠耳朵發炎水腫

反應、背部皮膚增生（Hyperplasia）反應、H2O2 和 MPO 酵素活性、

ODC 活性、背部皮膚 COX-2 與 iNOS 蛋白質表現等，因此本研究

結果顯示著 AT 在 ICR female mice 的皮膚癌中是扮演著抗癌的角色。 
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陸. 圖表 

Table 1. Inhibitory effect of AT on TPA-induced edema of mouse ear 
 

Group   Treatment a       Weight/punch/mg b    Inhibition/% c 

1    Acetone         7.6 ± 1.51          
2    TPA        12.9 ± 1.06             
3    AT（2.5mM）       8.0 ± 0.81           
4    AT（0.5mM）＋ TPA    10.5 ± 1.04 *        45 
5    AT（1.0mM）＋ TPA     9.3 ± 1.75**        68 
6    AT（2.5mM）＋ TPA     7.8 ± 0.83**        96 

a. Mouse ears were treated with acetone (20 μl)、TPA (0.5 nmol) in acetone (20 μl) or TPA (0.5 nmol) together with AT in 
acetone (20 μl). Five hours later, the animals were killed by cervical dislocation and ear punches (diameter 6 mm, 
measured from the apex) were weighted. 

b. The data represent the mean±SD from 6 mice/group 
c. Percent of inhibition (%) = [Group 2-group 4(or 5…)/Group 2-group 1] ×100% 
*P < 0.05, **P < 0.01 as compared with TPA-treated group. (n=6) 
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Table 2. Inhibitory effect of AT on TPA-induced morphological changes in epidermis 
 

Group  Treatment a     Epidermal   Leukocyte  Hyperkeratosis d   
          Thickness, b μm  Infiltration c       

1  Acetone      24.60 ±  9.16   －      －     
2  TPA      70.71 ± 15.42   +++      ++     
3  AT（2.5mM）    16.45 ±  3.42   －      －     
4  AT（0.5mM）＋ TPA  62.50 ±  6.55     ++      +      
5  AT（1.0mM）＋ TPA  59.18 ±  8.76*     ++      +      
6  AT（2.5mM）＋ TPA  57.50 ±  2.67**  ++      +      

a. Mouse dorsal were treated topically with acetone  (200 μl), TPA  (5 nmol)  in acetone (200 μl) or TPA (5 nmol) with 
AT in acetone (200 μl) twice a day for 7 days. Animals were killed 18 hours after last dose, and skins were processed for 
histological test. 

b. The data represent the mean±SD from 3 mice/group and screen 5 fields/rat. 
c. Leukocyte infiltration that was normal(－), moderate(++) and severe(+++) was characterized by diffuse infiltration of 

mononuclear infiltrating cells in dermis compared with acetone controls. 
d. Hyperkeratosis was normal(－), slight(+) or moderate(++) was characterized compared with acetone controls.  
*P < 0.05, **P <0.01. Statistically from TPA group, t-test. (n=6) 
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Table 3.Inhibitory effect of AT on the formation of H2O2 in mouse epidermis treated with TPA 
 

Group  Treatment a     H2O2/nmol/cm2 b
             inhibition /%c 

                  

1  Acetone      5.78  ± 1.49         － 
2  TPA      16.56 ± 4.66         － 
3  AT（2.5mM）    5.31  ± 1.63         － 
4  AT（0.5mM）＋ TPA  7.57 ±  3.26*            83 
5  AT（1.0mM）＋ TPA  6.84 ±  2.72*            90 
6  AT（2.5mM）＋ TPA  6.14 ±  3.28*         96 

a. Mouse dorsal were treated topically with acetone  (200 μl), TPA  (5 nmol)  in acetone (200 μl) or TPA (5 nmol) with 
AT in acetone (200 μl). Animals were killed 1 hour after the second TPA application and skins were removed.  

b. H2O2 activity was determined.represent the mean±SD from 6 mice/group  
c. Percent of inhibition(%)=Group2-Group3(or4,5,6)/Group2-Group ×100% 
*P < 0.05,. Statistically different from TPA group, t-test. (n=6) 
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Table 4.Inhibitory effect of AT on the MPO activity in mouse skin treated with TPA 
 

Group   Treatmenta      MPO/units/cm2 b             inhibition /%c 

                  

1  Acetone       12.36 ±  5.23         － 
2  TPA      344.53 ± 55.05         － 
3  AT（2.5mM）     15.76 ±  8.87         － 
4  AT（0.5mM）＋ TPA  150.66 ± 39.06*           58 
5  AT（1.0mM）＋ TPA  141.76 ± 38.43*         61 
6  AT（2.5mM）＋ TPA   21.29 ±  5.24*        97 

a. Mouse dorsal were treated topically with acetone  (200 μl), TPA  (5 nmol)  in acetone (200 μl) or TPA (5 nmol) with 
AT in acetone (200 μl). Animals were killed 1 hour after the second TPA application and skins were removed.  

b. H2O2 activity was determined.represent the mean±SD from 6 mice/group  
c. Percent of inhibition(%)=Group2-Group3(or4,5,6)/Group2-Group ×100% 
*P < 0.05, Statistically different from TPA group, t-test. (n=6) 
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Fig 1. Effect of AT on DPPH bleaching. 
 
The reaction mixture contained, in 3 ml of methanol, 10mM DPPH and 
various concentration of AT in DMSO. After 30 min at room temperature, 
1 ml of redistilled water and 3 ml toluene were added and samples were 
mixed and centrifuged. The absorbance of the upper phase was read at 
517 nm. Percentage of DPPH bleaching＝[(absorbance of DMSO－
absorbance of test)∕absorbance of DMSO]×100％；Data represent the 
mean±SD from three independent experiments. 
*P <0.0001, Compared with solvent control, t-test.(n=3) 
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 (A) Acetone 

 
 
 
(B) TPA 
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(C) AT 2.5mM 

 
 
 
(D) AT 0.5mM + TPA 
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(E) AT 1.0mM + TPA 

  
 
 
 
(F) AT 2.5mM + TPA 
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Fig 2. Inhibitory effect of Ailanthoidol on TPA-induced epidermal 
hyperplasia in mice. 
 
Mouse dorsal were treated twice a day for 7 days, and animals were 
sacrificed 18 hours after last dose; skin biopsies were processed for 
hematoxylin and eosin staining. (A) Section of the skin from a control 
animal treated with solvent (acetone). (B) Section of the skin from an 
animal treated with TPA (5 nmol), showing severe leukocyte infiltration 
in the dermis (white arrow), and the epidermis become thickened (arrow 
head), severe hyperkeratosis (black arrow) and hyperplasia with 
dysplastic cells. (C) Section of the skin from an animal treated with 
2.5mM Ailanthoidol, showing mild infiltration (white arrow). (D) Section 
of the skin from an animal pretreated with 0.5mM AT and then with TPA, 
showing moderate leukocyte infiltration in the dermis (white arrow), and 
the epidermis become thickened (arrow head), slight hyperkeratosis 
(black arrow) and hyperplasia with dysplastic cells. (E) Section of the 
skin from an animal pretreated with 1.0mM AT and then with TPA, 
showing similar to (D). (F) Section of the skin from an animal pretreated 
with 2.5mM AT and then with TPA, showing similar to (D). 
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TPA (0.025 mM)        －   ＋  －    ＋   ＋ ＋ 
AT (0.5 mM)     －   －  －    ＋   － － 
AT (1.0 mM)     －   －    －    －   ＋ － 
AT (2.5 mM)     －   －   ＋    －   － ＋ 
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Fig 3. Effect of AT on the expression of epidermis COX-2 after TPA 
administration in mouse.  
 
Mouse dorsal shaven area was treated topically with acetone (0.2 ml), 
TPA (0.025 mM) in acetone or AT (0.5~2.5 mM) along with/without TPA. 
Five hours after the treatment, the mice were killed and the epidermis 
were removed from skins as described in the text. Immunoblotting 
analyses of COX-2 of epidermis were done, the data are presented from 
one mouse per group and each lane contained 80 μg protein. Other rats in 
each group showed patterns of protein expression of the COX-2 similar to 
the representation. *P<0.01 compared with the group treated with TPA 
alone. (n=6) 

COX-2 

α-actin
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TPA (0.025 mM)       －     ＋    －  ＋   ＋   ＋ 
AT (0.5 mM)    －     －    －  ＋     －   － 
AT (1.0 mM)    －     －    －  －     ＋   － 
AT (2.5 mM)    －     －    ＋  －     －   ＋ 
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Fig 4. Effect of Ailanthoidol on the expression of epidermis iNOS 
after TPA administration in mouse.  
 
Mouse dorsal shaven area was treated topically with acetone (0.2 ml), 
TPA (0.025 mM) in acetone or Ailanthoidol (0.5~2.5 mM) along 
with/without TPA. Five hours after the treatment, the mice were killed 
and the epidermis were removed from skins as described in the text. 
Immunoblotting analyses of iNOS of epidermis were done, the data are 
presented from one mouse per group and each lane contained 80 μg 
protein. Other rats in each group showed patterns of protein expression of 
the iNOS similar to the representation. *P<0.05, **P<0.001 compared 
with the group treated with TPA alone. (n=6) 

iNOS 
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TPA (5nmol)    －      ＋     －      ＋     ＋     ＋  
AT(mM)        －      －     2.5      0.5    1.0     2.5  

 
 
Fig 5. Inhibitory effect of AT on TPA-induced epidermal ornithine 
decarboxylase activity. 
 
Mouse dorsal was treated topically with acetone (0.2 ml), TPA (5 nmol) 
in acetone or AT (0.5~2.5 mM) along with/without TPA. Mice were killed 
five hours later and the epidermis was isolated. Ornithine decarboxylase 
activity was determined and the activity was presented as pmol CO2/mg 
protein/h. *P<0.001, **P<0.0001compared with the group treated with 
TPA alone. (n=6)



 

 - 48 -

. 
 

 

Weeks of promotion

0 5 10 15 20 25

Pa
pi

llo
m

as
 b

ea
re

rs
 (%

)

0

20

40

60

80

100
Acetone(solvent) 
TPA 
AT 0.5mM 
AT 1.0mM 
AT 2.5mM 

B[a]P

 
 
 
Fig. 6 Inhibitory effect of AT on TPA-Induced tumor promotion in 
mouse skin.  
 
Mice dorsal shaven area was treated topically with acetone (0.2 ml), TPA 
(5 nmol) in acetone or AT (0.5-2.5 mM) along with/without TPA three 
times per week. After 12 weeks, the mouse was treated with B[a]P except 
solvent control (acetone) group. After another 12 weeks, mouse was 
sacrificed and skin tumors >1 mm diameter were counted and recorded 
every week. The inhibitory effect of AT were showed by percentage of 
mouse with Papillomas. (n=6) 
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Fig. 7 Inhibitory effect of AT on TPA-Induced tumor promotion in 
mouse skin.  
 
Mice dorsal shaven area was treated topically with acetone (0.2 ml), TPA 
(5 nmol) in acetone or AT (0.5-2.5 mM) along with/without TPA three 
times per week. After 12 weeks, the mouse was treated with B[a]P except 
solvent control (acetone) group. After another 12 weeks, mouse was 
sacrificed and skin tumors >1 mm diameter were counted and recorded 
every week. The inhibitory effect of AT were showed by average number 
of papillomas/mouse. (n=6) 
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(a).Acetone                          (b) TPA 0.5nmol 

 

 (c) AT 2.5mM                        (d) AT 0.5 mM +TPA 0.5 nmol 

 
 (e) AT 1.0 mM +TPA 0.5 nmol           (f ) AT 2.5 mM +TPA 0.5 nmol 
Fig. 8 Inhibitory effect of AT on TPA-induced tumor promotion with  
B[a]P initiation in mouse skin. 
(a).acetone                                   
(b) Acetone+ B[a]P(0.2 mol) 

 (c) Acetone + TPA (0.5 nmol)  
(d)～(f) AT（0.5 mM, 1.0 mM, 2.5 mM）+ TPA (0.5 nmol)+ B[a]P(0.2 mol) 
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(A) Dorsal skin of control mouse  

 
 
(B) Dorsal skin of squamous papillomas mouse 

 

 
Fig. 9 Pathology of normal and tumor skin of mouse. 
 
Sections from squamous carcinomas from dorsal skin of control mouse 
(A) and squamous papillomas from stimulator-treated mouse (B). 
Section of the skin from an animal treated with TPA (5 nmol) and B[a]P, 
showing have squamous papillomas formation. 
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捌. 附圖 

A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. 
 
 
 
 
 
 
 
 

附圖一、Simplified model of multi-stage carcinogenesis 

Arrows point to stages at which genetic events are likely to involve ROS 
and/or free radical. 
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附圖二、食茱萸及木質莖部 
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(a)                 (b) 
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附圖三、Structure of the Lignane and neolignan 

If the two C6C3 units (a) are linked by a β,β'-bond the parent structure 
lignane (b) is used as the basisfor naming the lignan.(c) neolignan 
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附圖四、Structure of the Ailanthoidol(AT) 
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附圖五、Structure of the Benzo[a]pyrene C20H12  
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附圖六、Structure of the TPA         

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) or Tetradecanoylphorbol Acetate 
(TPA). 
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附圖七、The bio-reactor of ODC activity assay 
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